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Ackermann, H.-W., G. Cherchel, J.-P.V alet, J. Matte, S. Moorjani et R. Higgins. 1973. Experiences 
sur la nature de particules trouvees dans des cas d’hepatite virale: type coronavirus, antigene 
Australia et particules de Dane. Can. J. Microbiol. 20 : 193-203. 

Des particules seriques de type coronavirus, l’antigene Australia et des particules de Dane ont ete 
traites par divers agents chimiques et des enzymes. Les effets ont ete observes au microscope electronique. 

Les particules de type coronavirus, depourvues d’une nucleocapside et apparemment d’acide nucldique, 
sont sans relations antigeniques avec l’antigene Australia et semblent etre des phospholipoproteines. 
Des particules similaires ont ete trouvees dans des serums de cobaye et au niveau de fractions lipopro- 
teiques de serums humains, notamment dans les fractions HDL et VHDL. L’antigene Australia qui 
parait depourvu d’acide nucleique, et l’enveloppe des particules de Dane sont sensibles a la plupart des 
agents et se comportent comme des phospholipoproteines. La phospholipase C provoque la formation 
d’anneaux. Les resultats different notablement de ceux obtenus par d’autres auteurs. La capside des 
particules de Dane resiste a la plupart des agents. Elle est separee de Tenveloppe par le Tween 80, Puree 
et d’autres agents. Les particules de Dane semblent contenir de l’acide nucleique. 


Ackermann, H.-W., G. Cherchel, J.-P. Valet, J. Matte, S. Moorjani, and R. Higgins. 1973. 
Experiences sur la nature de particules trouvees dans des cas d’hepatite virale: type coronavirus, 
antigene Australia et particules de Dane. Can. J. Microbiol. 20 : 193-203. 

Coronavirus-like serum particles, Australia antigen, and Dane particles were treated by various 
chemicals and enzymes. Results were studied by electron microscopy. Coronavirus-like particles have no 
nucleocapsid, no detectable nucleic acid, no antigenic relationships with Australia antigen, and seem to 
be phospholipoproteins. Similar particles have been found in sera of guinea pigs and in human lipo¬ 
proteins, especially in the HDL and VHDL fractions. Australia antigen which appears devoid of nucleic 
acid, and the envelope of Dane particles are sensitive to most agents and behave as phospholipoproteins. 
Phospholipase C produces ring-like structures. Results differ markedly from those obtained by other 
workers. The capsid of Dane particles is resistant to most agents. It is separated from the envelope by 
Tween 80, urea, and other agents. Dane particles seem to contain nucleic acid. 


Introduction 

L’etude au microscope electronique de serums 
de sujets atteints d’hepatite virale a permis de 


*Recu le 10 avril 1973. 

2 Presente en partie au 40 c Congres de l’ACFAS, 
Ottawa, Canada, septembre 1972, et a la 73” Reunion 
Annuelle de l’American Society for Microbiology, Miami, 
Fla., mai 1973. 

Abreviations courantes: nrn, nanometre; I.E.O.P., 
immuno-electro-osmophorese; SGOT, transaminase oxa- 
loglutamique; U.I., unite internationale; SGPT, trans¬ 
aminase phosphoglutamique; VLDL, “very low density 
lipoprotein”; LDL, “low density lipoprotein”; HDL, 
“high density lipoprotein”; VHDL, “very high density 
lipoprotein”; SDS, dodecylsulfate de sodium; RNase, 
ribonuclease; DNase, deoxyribonuclease; ARN, acide 
ribonucleique; ADN, acide deoxyribonucleique. 


mettre en evidence differents types de particules: 
l’antigene Australia classique, les particules de 
Dane (16) et, dans certains cas, des particules 
globuleuses d’environ 80 nm de diametre et 
pourvues d’une frange. Ces particules, decrites 
comme ressemblant a des corona- ou des 
paramyxovirus, ont ete observees dans des 
serums et des coupes de foies humains (26, 42, 
43, 45, 49, 54), ainsi que dans le serum de singes 
infectes artificiellement avec du serum d’hepati- 
ques (7, 25). Jusqu’a preuve du contraire, ces 
particules pouvaient etre considerees comme 
agents possibles de l’hepatite virale, meme si 
leur presence doit etre interpretee avec prudence 
(51, 52, 53, 55). 
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Les essais de degradation de l’antigene Aus¬ 
tralia (4, 8, 12, 21, 33, 35, 36, 46, 47) comportent 
peu d’observations au microscope electronique 
et ne sont pas toujours concluants. En outre, les 
proprietes des particules de Dane, le candidat le 
plus probable a etre un virus d’hepatite (1, 2, 
13, 14, 17, 19, 28) sont tres peu connues. 

A partir de serums de malades atteints d’hepa¬ 
tite aigue, nous avions obtenu des fractions riches 
en particules de type coronavirus, en antigene 
Australia et en particules de Dane. Ceci nous 
incitait a entreprendre des essais de degradation 
controlee. Notre but etait de rechercher si les 
particules de type coronavirus possedaient ou 
non une nucleocapside et, d’autre part, d’etudier 
au microscope electronique Taction de differents 
enzymes et de produits chimiques sur l’antigene 
Australia et les particules de Dane. Des expe¬ 
riences additionnelles comprenaient la recherche 
de particules de type coronavirus dans d’autres 
serums humains, dans des serums de cobayes 
sains ou infectes avec des leptospires, et enfin 
dans des fractions lipoproteiques de serums 
humains. 

Materiel et methodes 

Serums 

Toutes les experiences de degradation sont faites sur 
deux serums purifies, riches soit en particules de type 
coronavirus, soit en antigene Australia et particules de 
Dane. Ils proviennent respectivement des malades GI et 
LA, ages de 24 et de 21 ans, tous les deux toxicomanes et 
atteints d’hepatite aigue avec presence d’antigene Aus¬ 
tralia. Chez le malade GI, il s’agit probablement d’hepa¬ 
tite serique. Dans les deux cas, devolution de la maladie 
n’a presente aucune particularite. Au moment du preleve- 
ment de nos echantillons, les tests de laboratoire ont 
donne les resultats suivants: 


Malade 

GI 

LA 


Antigene Australia 

1:64 

1:32 

en I.E.O.P. 

SGOT 

920 

820 

U.I. 

SGPT 

670 

1300 

U.I. 

Bilirubine totale 

5.4 

4.5 

mg% 


Des particules de type coronavirus sont recherchees 
dans 11 autres serums bruts et des fractions purifiees, 
provenant de cas d’hepatite aigue (7) ou chronique (1), 
de porteurs sains d’antigene Australia (2) et de sujets 
sains (1). Ces particules sont egalement recherchees dans 
des serums de cobayes et dans des fractions de lipopro- 
teines seriques provenant de quatre cas d’hepatite aigue. 
Les serums de cobaye proviennent de cinq animaux et 
sont preleves avant et apres inoculation avec Leptospira 
icterohaemorrhagiae en broyat de foie; la derniere saignee 


a lieu 4 jours apres l’infection, peu avant la mort des 
animaux qui survient le 5e jour. 

Procedes de purification 

Les serums humains et de cobaye sont traites d’apres 
la methode de Gerin et at. (21) modifiee. Elle comprend 
les etapes suivantes. 

(a) Ultracentrifugation de flottaison en gradient iso- 
pycnique (CsCl 1.1 a 1.4 g/ml, ultracentrifugeuse 
Spinco L2-65B, rotor SW-40, 40 000 t/min pendant 
18 h, ou rotor SW-27, 25 500 t/min pendant 48 h, a 
+ 5°C). 

( b) Tamisage des fractions antigeniques sur sepharose 6B 
(elution par tampon Tris-HCl 0.1 M, NaCl 0.5 M, 
pH 8.0). 

(c) Concentration sur membrane Arnicon XM100 de la 
fraction de tete (du volume mort a la derniere fraction 
antigenique). 

(d) Ultracentrifugation de sedimentation en gradient de 
CsCl (1.05 a 1.2 g/ml, rotor SW-27, 25 500 t/min 
pendant 9 h 30 min). 

(e) Collection de fractions de 50 gouttes par le fond du 
tube et dialyse (NaCl 0.85% pendant 24 h). Les 
particules de Dane sont recuperees dans les trois 
premieres fractions. Le pool de ces fractions qui 
contient, d’apres notre estime, approximativement 
10 s particules de Dane par millilitre, a un titre d’anti¬ 
gene Australia de } en I.E.O.P. et sert aux essais de 
degradation et de coloration. Les preparations sont 
depourvues de proteines humaines, tel que determine 
par immunodiffusion double et I.E.O.P. contre des 
antiserums anti-proteines seriques. II est a noter que 
les serums de cobaye ont subi les etapes a, b et c 
seulement. 

Dans certains cas, les preparations sont concentrees par 
ultracentrifugation (Spinco L, rotor SW-39, 30 000 t/min 
pendant 90 min) et lavees ou non en acetate d’ammonium 
(0.1 M, pH 7.2). 

Les lipoproteines seriques sont fractionnees par ultra¬ 
centrifugation sequentielle dans des solutions de densite 
appropriee (24). Les fractions (VLDL, LDL, HDL et 
VHDL) correspondent respectivement a des densites de 
1.006, 1.063, 1.21 et > 1.21 g/ml de CsCl. 

Essais de degradation et recherche d'acides nucleiques 

Les principaux produits et leurs conditions d’emploi 
sont groupes dans le Tableau 1, a l’exception des temps 
d’incubation qui sont indiques dans les Tableaux 2 et 3. 

De fagon generate, produits et substrats sont melanges 
dans des tubes visses de 10 mm de diametre et agites 
avant incubation. Les enzymes sont employes dans les 
conditions indiquees dans le catalogue de Worthington 
Biochemicals Co. Les melanges sont examines sans autre 
traitement, a 1’exception de l’etude de faction du SDS, du 
Tween 80 et de l’uree sur 1’antigene Australia ou les echan¬ 
tillons sont centrifuges et laves apres incubation. L’action 
du pH est etudiee en traitant des specimens sur grille, 
avec du phosphotungstate de pH 3 a 10. 

La recherche d’acides nucleiques se fait par microscopie 
electronique ou par fluorescence. Dans le premier cas, 
les preparations sont colorees par Pacetate ou le formiate 
d’uranyle, avec ou sans traitement prealable par la DNase 
ou la RNase. Pour la recherche de la fluorescence, les 
preparations centrifugees et lavees sont colorees a l’orange 
d’acridine d’apres la technique de Bradley (11), et exami- 
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TABLEAU 1 


Agent 

Fournisseur 

Concn., 

mg/ml 

Relation 

agent/ 

substrat, 

gouttes 

pH 

Temp., 

°C 

Chloroforme 

Baker" 


10:2 


25 

Ether ethylique 

Squibb 6 


10:2 


25 

Ether-ethanol, 1:1 v/v 



10:2 


4 

SDS 

BDH C 

5 

2:2* 

7.3 

25 

Tween 80 

Fisher" 

10 

2:2* 

6.7 

25 

Uree 

Baker 

240 (4 M) 

2:2* 

7.2 

25 

a-Amylase 

Worthington" 

1 

2:2 

6.9 

25 

Deoxyribonuclease 

GBU 

1 

2:2 

7.0 

37 

Lipase du germe de ble 

NBC 3 

1 

2:2 

5.0 

37 

Lipase pancreatique 

Worthington 

1 

2:2 

8.0 

25 

Papaine 

BDH 

1 

2:2 

7.0 

25 

Pepsine 

Fisher 

10 

2:2 

3.0 

37 

Phospholipase C 

Sigma 6 

1 

2:2 

7.0 

37 

Ribonuclease 

GBI 

1 

2:2 

5.0 

37 

Trypsine 

Fisher 

10 

2:2 

8.1 

25 


Note: *6:6 pour 1’etude de I’antigtae Australia et des particules de Dane. 
a J. T. Baker Chemical Co., Phillipsburg, N.J. 

6 Squibb & Sons, Ltd., Montreal, Qu6. 

C BDH Chemicals, Montreal, Qu6. 

‘‘Fisher Scientific Co., Montreal, Qu6. 

'Worthington Biochemicals Co., Freehold, N.J. 

General Biochemicals, Chagrin Falls, Ohio. 

^Nutritional Biochemicals Co., Cleveland, Ohio. 
h Sigma Chemical Co., St-Louis, Mo. 


nees avec une lampe Mineralight (Ultraviolet Products 
Inc., San Gabriel, Calif.). Les phages MS2, T2 et <J>X174 
servent de temoins. 

Agglutinations 

Les affinites antigeniques des particules sont recherchees 
avec du serum anti-Australia (Behringwerke A. G., 
Marburg-Lahn, Allemagne), d’apres la technique de 
Kelen etal. (31). La lecture est faiteapres 1 et 2h. 

Microscopic electronique 

Les specimens sont deposes sur des grilles de cuivre 
portant un film de formvar carbone. Les colorations sont 
generalement faites avec du phosphotungstate de sodium 
(2%, pH 7.0). D’autres colorants sont utilises avec des 
buts specifiques: l’acetate et le formiate d’uranyle (2%, 
pH 4.5) pour la recherche d’acides nucleiques, et 1'acide 
osmique (4%) pour la coloration de lipides osmiophiles; 
les durees de ces colorations sont indiquees dans le 
Tableau 3. Les colorations prolongees a l’acetate d’uranyle 
se font dans une chambre humide. Les preparations sont 
examinees a 60 kV avec un microscope electronique 
Philips EM 300. L’appreciation des resultats est faite en 
comparant, par des examens repetes au moins deux fois, 
les echantillons traites par un meme agent avec un temoin 
non traite. Le critere le plus important est l’integrite mor- 
phologique des particules, notamment la nettete de leur 
contour. Dans une moindre mesure, nous avons tenu 
compte aussi de leur frequence apparente et relative. 

Resultats 

Les resultats des experiences avec les prepara¬ 
tions GI et LA sont resumes dans les Tableaux 2 
et 3. 


Particules de type coronavirus 

1. Serum GI 

a. Particules non traitees (Figures 1 a 6)—- 
Le serum GI contient des particules globuleuses 
de taille variable. Elies sont generalement rondes, 
d’un diametre de 80 (60 a 105) nm, ou allongees, 
mesurant 45 a 50 x 70 a 90 nm, et elles montrent 
souvent une frange floue de 5 a 10 nm (Figures 1, 
2 et 4) qui se termine parfois en queue (Figures 5 
et 6). II n’y a pas de spicules en forme de clou. 
Lorsqu’elles se trouvent dans une couche epaisse 
de phosphotungstate, les particules presentent 
parfois un halo uniforme (Fig. 3). Ces particules 
se rencontrent seules ou en petits groupes et 
peuvent etre reliees entre elles par un pont (Fig. 
2). En outre, le serum GI contient la forme ronde 
de l’antigene Australia. 

Les grandes particules, rares dans le serum 
non fractionne et dilue (1:20), sont frequentes et 
faciles a voir dans les preparations purifiees ou 
leur titre est estime a 10 7 a 10 8 par millilitre. 
Elles flottent surtout a la densite de 1.23 g/ml, 
mais se rencontrent dans toute la zone de 1.14 a 
1.28 g/ml. Elles ne sont pas agglutinees par le 
serum anti-Australia. 

b. Experiences de degradation (Tableau 2, 
Figures 12 a 18)—Les grandes particules resi stent 
aux agents suivants: pH acide, a-amylase, lipase 
du germe de ble, pepsine et trypsine. L’action du 
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TABLEAU 2 

Experiences de degradation 


Agents 

Temps 

Particules 
de type 
coronavirus 

Antigene 

Australia 


Particules de Dane 


En general 

Enveloppe 

Capside 

pH 3 a 8 

1 min 

_ 


_ 



pH 9 a 10 

1 min 

+ 

+ + + 

+ + + 



Chloroforme 

30 min 

+ + 

+ + 

+ + 

d 

R? 

Chloroforme 

2 h 

+ + + 

XXX 

XXX 



Ether 

30 min 

+ + 

+ 

+ 

d 

R 

Ether 

2 h 

+ + + 

+ + 

+ + 

d 

R 

Ether-ethanol 

18 h 

XXX 

XXX 

XXX 



SDS 

2 et 18 h 

+ + + 

+ + + 

XXX 



Tween 80 

2 h 

7 

+ + 

+ + 

d 

R 

Tween 80 

18 h 

7 

+ + + 

XXX 



Uree 

2 et 18 h 

7 

+ 

+ 

r 

R 

a-Amylase 

2 et 18 h 

— 

— 

— 



Lipase, germe de ble 

2 et 18 h 

— 

+ + + 

+ + + 

r 

R 

Lipase pancreatique 

2 h 

++ 

+ 

+ 

r 

R 

Lipase pancreatique 

18 h 

++ 

+ + 

+ + 

r 

R 

Papalne 

2 h 

+ 

+ + 

+ 

d 

R? 

Papalne 

18 h 

+ + 

+ + + 

+ 

d 


Pepsine 

2 h 

— 

+ 

_ 7 



Pepsine 

18 h 

__ 7 

+ + 

+ 

d 

R 

Phospholipase C 

2 h 

+ 

+ + 

+ ■+■ . 

r 

R 

Phospholipase C 

18 h 

++ 

+ + + 

+ + + 

r 

R 

Trypsine 

2 h 

— 

+ + 

+ 

d 


Trypsine 

18 h 

— 

XXX 

XXX 



Note: h = heures, min 

= minutes; d = digestion, 

r = rupture, R 

= resistance; — 

= absence d’eflfet, 

4-, 4* 4- et + 4- 4- = degr6s croissants 

de degradation, x x x = 

disparition de toute particule. 






TABLEAU 3 


Colorations positives et fluorescence 


Agents 

Temps 

Particules 
de type 
coronavirus 

Antigene 

Australia 

Particules 
de Dane 

Acetate d’uranyle 

5 et 30 min 

_ 

_ 

+ 

Acetate d’uranyle 

6 et 18 h 

— 

— 

NT 

Formiate d’uranyle 

5 et 30 min 

— 

— 

+ 

DNase + AcU \ ^ 

2 et 18 h, et 

— 

— 

+ 

RNase + AcU ( / 

30 min (AcU) 

— 

— 

_ 7 

Chloroforme + AcU 

30 et 30 min 

— 

NT 

NT 

Acide osmique 

30 min 

(+) 

(-) 

(-) 

Orange d’acridine 

5 min 

NT 

-F 

+ F 


Note: AcU = acetate d’uranyle; h = heures, min = minutes; NT = non test6; 4- et — = presence ou absence de 
coloration positive ou de fluorescence (4-F, — F). 


Tween 80 et de l’uree n’a pu etre interpretee. 
Leur presence sur les grilles genait beaucoup les 
observations, tandis que le manque de materiel 
empechait de repeter les experiences dans d’autres 
conditions. 

Par contre, ces particules sont sensibles aux 
agents suivants: pH alcalin, chloroforme, ether, 
melange ether-alcool, SDS, lipase pancreatique, 
papalne et phospholipase C. Les solvants des 
lipides sont les agents les plus actifs (Figures 13 
et 14). La digestion se manifeste surtout a la 
Peripherie: les contours deviennent flous, et il y a 
accentuation des franges (Figures 12, 14, 17a et 


18). Les particules n’eclatent pas, et on ne ren¬ 
contre pas de membranes vides et encore moins 
un constituant interne quelconque, tout au plus 
de rares formes creuses a contour flou. Le stade 
final est une masse amorphe. Quelques agents 
donnent lieu a des effets particulars: 

Chloroforme: polymorphisme extreme et gon- 
flement suivi de dissolution (Fig. 13). 

SDS: aplatissement (Fig. 15). 

Lipase pancreatique: formes transparentes, 
souvent pourvues d’une queue (Fig. 17b). 

Phospholipase C: gonflementet aplatissement 
(Fig. 18). 
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c. Colorations positives (Tableau 3, Figures 19 
a 21)—Tous les essais de coloration positive par 
l’acetate ou le formiate d’uranyle ont ete sans 
succes (Fig. 19), avec ou sans traitement prealable 
par la DNase ou la RNase, et ce meme apres 
coloration prolongee jusqu’a 18 h. La combinai- 
son de chloroforme qui etait employe dans le but 
“d’ouvrir” les particules et faciliter ainsi la 
coloration d’un composant interne eventuel, et 
d’acetate d’uranyle provoque la formation de 
membranes granuleuses (Fig. 20). L’acide os- 
mique colore tres faiblement les particules 
(Fig. 21). 

2. Autres serums 

a. Serums humains —Onze serums ont ete 
examines. De grandes particules ont ete obser¬ 
ves dans tous les huit cas d’hepatite, chez l’un 
des deux porteurs sains d’antigene Australia, et 
chez un sujet sain. Toutefois, ces particules 
etaient rares ou differaient de celles du serum 
GI; ainsi, un serum contenait surtout des parti¬ 
cules allongees, et un autre des particules plates 
et larges de 120 nm. Pour ces raisons, les 
recherches ont ete abandonnees; elles indiquent 
tout au plus que le serum humain peut contenir 
des particules inconnues. II est a noter que deux 
cas d’hepatite aigue etaient Australia-negatifs en 
I.E.O.P., et que l’antigene Australia fut decele 
par microscopie electronique. 

b. Serums de cobaye (Fig. la, b) —Les serums 
de cobayes sains contiennent des particules mor- 
phologiquement identiques a cedes du serum GI. 
Toutefois, il y a relativement plus de particules 
allongees. Les memes particules se rencontrent 
aussi apres inoculation des cobayes avec L. ictero- 
haemorrhagiae, rnais la leptospirose ne semble 
pas augmenter leur frequence. 

c. Fractions lipoproteiques de serums humains 
(Figures 8 a 11)—En dehors des lipoproteines 
normales, la plupart des quatre fractions, VLDL, 
LDL, HDL et VHDL, des quatre serums con- 
tient des particules dont faspect et la taille sont 
comparables a cedes du serum GI. Elies sont 
relativement frequentes dans les fractions HDL 
et VHDL dans lesquelles se retrouve egalement 
P antigene Australia. 

Antigene Australia et particules de Dane (serum 
LA) 

1. Particules non traitees (Figures 22 a 24 et 
30) 

Le serum LA est riche en antigene Australia 
et en particules de Dane. Les grandes particules 


de 80 nm de diametre sont tres rares. L’antigene 
Australia comprend des formes rondes de 20 nm 
de diametre et des formes allongees, de meme 
diametre mais de longueur variable (Fig. 22). 
Une faible proportion de ces deux varietes est 
creuse et penetree par le phosphotungstate. Les 
formes allongees sont polymorphes. Elles pre¬ 
sented parfois des angles droits et des aspects 
bizarres, telle la particule illustree dans la 
Figure 23 qui est peut-etre l’antigene Australia 
le plus curieux qui ait ete observe. En aucun cas, 
nous n’avons vu des sous-unites ou des stries 
transversales. 

Les particules de Dane sont generalement 
rondes, mais presented parfois un contour 
hexagonal (Fig. 24). La moitie sont pleines. 
Apres coloration au phosphotungstate, les par¬ 
ticules vides montrent les dimensions suivantes: 
diametre total 45 nm, epaisseur de la couche 
externe ou “enveloppe” 6 nm, diametre du com¬ 
posant interne ou “capside” 31 nm, epaisseur 
de la capside 2.5 a 3 nm. Enveloppe et capside 
sont separees par une distance de 3 nm. L’en- 
veloppe est flexible. La capside parait le plus 
souvent ronde et ne montre pas de sous-unites 
apparentes. Nous n’avons jamais rencontre des 
particules enroulees en spirale. L’antigene Aus¬ 
tralia et les particules de Dane sont agglutines 
par le serum anti-Australia (Fig. 30). 

2. Experiences de degradation (Tableau 2, 
Figures 25 a 29 et 33 a 43) 

Antigene Australia et particules de Dane sont 
sensibles a tous les agents du Tableau 2, a 
l’exception du pH acide et de Pa-amylase. Les 
solvants des lipides sont tres efficaces (Figures 33 
et 34), tandis que la lipase pancreatique et la 
pepsine (Figures 39 et 41) ont relativement peu 
d’effet. 

La reponse de Pantigene Australia aux diffe- 
rents agents est assez uniforme. Les formes 
rondes et allongees se comportent de la meme 
fason. La digestion commence generalement a 
la peripherie: l’antigene Australia perd ses con¬ 
tours, devient flou et semble se dissoudre (Fig. 
33). Le stade final qui n’est pas toujours atteint, 
est une masse amorphe et granuleuse; cependant, 
il arrive qu’a cote de particules digerees a peu 
pres completement, on en observe d’autres qui 
sont plus ou moins intactes (Fig. 34). L’effet 
maximal des enzymes est generalement visible 
apres 2 h. Plusieurs agents ont un effet particu- 
lier: 
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pH alcalin, SDS, Tween 80 et uree: aplatisse- 
ment et apparition de formes creuses 
(Figures 35 a 37). 

Phospholipase C: a cote d’antigene Australia 
digere (Fig. 42a), apparition de nombreux 
anneaux complets ou incomplets (Fig. 426), 
groupes en amas ou isoles, mesurant 40 nm 
de diametre et 5 nm d’epaisseur et composes 
de deux feuillets separes par un espace de 
2 nm. Ces anneaux se rencontrent aussi 
apres traitement de fractions ne contenant 
que de Fantigene Australia. La solution- 
temoin de phospholipase C ne contient que 
de minces filaments droits. 

Si les particules de Dane sont sensibles aux 
memes agents que Fantigene Australia, ceci est 
vrai surtout pour leur enveloppe qui devient 
generalement floue et semble se dissoudre. L’uree 
et les lipases cependant causent surtout une 
rupture de l’enveloppe qui garde des contours 
nets (Figures 25, 38 et 39). En outre, apres 
traitement par la phospholipase C et la lipase 
pancreatique, nous avons observe des particules 
partiellement digerees qui montrent des spicules 
a la place de Fenveloppe (Figures 26 et 27). 

La capside est beaucoup plus resistante que 
l’enveloppe. Elle resiste notamment au Tween 80 
(Fig. 28), a l’uree (Fig. 29) et aux lipases (Figures 
25 a 27, 38 et 39). L’action de la papai'ne et de la 
trypsine n’a pu etre determinee. Apres digestion 
de Fenveloppe, nous avons parfois observe des 
capsides hexagonales ou pentagonales (Figures 
28 et 29). 

3. Colorations positives et fluorescence (Tableau 
3, Figures 31 et 32) 

L’acetate et le formiate d’uranyle colorent 
Fantigene Australia et la plupart des particules 
de Dane en negatif, en les epaississant (Fig. 31). 
Ainsi, le diametre de Fantigene Australia devient 
23 nm et celui des particules de Dane 48 nm. 
Chez ces dernieres, Fenveloppe est epaissie et 
atteint 8 a 10 nm de largeur. Si les particules de 
Dane sont suffisamment isolees, on observe chez 
une partie d’entre elles une faible coloration 
positive (Fig. 32). Le traitement prealable a la 
DNase est sans effet visible, tandis que la RNase 
semble entralner la disparition de la coloration 
positive. Antigene Australia et particules de 
Dane ne sont guere colorables par l’acide 
osmique. 

Apres coloration par Forange d’acridine, les 


preparations riches en particules de Dane pre¬ 
sented une faible fluorescence rouge. Celle-ci 
est absente des fractions riches en antigene 
Australia seulement et provenant du meme 
malade. Toutefois, cette fluorescence disparait 
apres traitement par l’acide molybdique ou 
l’acide tartrique. 


Discussion 

Une etude morphologique de particules rondes 
ou polymorphes et plus ou moins inconnues 
comporte de grandes difficultes d’interpretation. 
Ainsi, des particules intactes sont plus faciles a 
deceler que des particules digerees, et Fapprecia- 
tion des resultats, necessairement subjective, a 
ete parfois difficile. Par contre, il est a souligner 
que la presence d’enzymes ne gene pas les 
observations. 

Particules de type coronavirus 

Les grandes particules du serum GI ressem- 
blent etroitement a celles decrites par Zucker- 
man et al. (54) et, dans une moindre mesure, a 
celles observees par Stannard et al. (45) dans le 
serum humain. Elies different cependant des 
particules rencontrees dans le serum de singes 
(7). Nous ne pouvons nous prononcer sur les 
autres observations, faites sur des coupes de 
foie (42, 43) ou publiees sans photos (25) ou 
encore sous forme de communications person- 
nelles (in 51). II est a noter que Wright (49), ayant 
observe les memes particules que Zuckerman et 
al., n’a pu etablir de correlation entre elles et des 
maladies du foie. 

Ces particules ne ressemblent que tres vague- 
ment a des coronavirus authentiques (3, 9, 10, 
30, 34, 38). Par contre, elles sont morphologique- 
ment voisines de celles que nous avons observees 
dans les serums de cobayes et dans les fractions 
lipoproteiques de serums humains. Des particules 
similaires sont presentes dans la fraction VLDL 
de serums humains et de rat (22, 23). Dans ce 
travail, elles ont ete observees essentiellement 
dans les memes fractions que Fantigene Aus¬ 
tralia: HDL et VHDL. Ceci explique qu’on les 
retrouve dans les fractions purifiees du serum GI. 
Cependant, leur presence dans les quatre frac¬ 
tions VLDL a VHDL indique qu’elles sont 
heterogenes, et on ne peut les assigner a une 
fraction lipoproteique precise. 

Les essais de degradation n’ont pas permis de 
mettre en evidence une nucleocapside. Les seules 
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modifications visibles sont 1’accentuation de la 
frange ou la dissolution pure et simple des 
particules. L’ether et le SDS ne causent ni leur 
rupture ni la formation de membranes comme 
chez des coronavirus authentiques (9, 30). En 
outre, il n’y a pas de coloration positive meme 
apres 18 h, alors que 6 h suffisent pour colorer de 
petits virus cubiques a ARN (27). D’apres les 
resultats des digestions enzymatiques, les parti¬ 
cules se comportent comme des phospholipo- 
proteines avec predominance des lipides, con- 
tenant des phosphatides, de la lecithine et des 
acides gras. Leur faible colorabilite par l’acide 
osmique indique qu’elles sont pauvres en acides 
gras non saturees. Nous pouvons en conclure 
que les grandes particules du serum GI sont des 
lipoproteines et non pas des corona- ou des para¬ 
myxovirus; les assimilations faites par d’autres 
auteurs (7, 25, 26, 42, 43, 45, 54) restent a 
prouver. 

Antigene Australia 

Les resultats des essais de degradation demon- 
trent la nature lipoproteique de Tantigene Aus¬ 
tralia. Ainsi, sa structure est affectee par les sol- 
vants des lipides, les lipases et les proteases 
essayees. Ces resultats sont en accord, notam- 
ment en ce qui concerne la presence de phospho- 
lipides (33), avec ceux d’autres auteurs qui ont 
etudie la composition de Tantigene Australia 
par des methodes biochimiques (18, 20, 29, 33, 
46), physicochimiques (6, 36, 46) et histochimi- 
ques (28). Des acides gras non satures semblent 
etre absents. Nous n’avons pu assigner une 
localisation precise aux constituants lipidiques 
ou proteiques, bien que les resultats de Kim et al. 
(33) indiquent qu’au moins une partie des lipides 
se trouve a la surface des particules. 

En comparant nos resultats a ceux d’autres 
auteurs qui ont fait des essais de degradation (Ta¬ 
bleau 4), on constate la rarete des observations au 
microscope electronique et des differences impor- 
tantes. Celles-ci s’expliquent en partie par les 
modes d’investigation employes: les methodes 
immunologiques se referent a l’activite biologi- 
que, tandis que la microscopie electronique per- 
met de noter des alterations de structure. En 
outre, les conditions d’experimentation (con¬ 
centration des agents, temperature et duree d’in- 
cubation) varient d’un auteur a 1’autre, et il est 
a noter que les resultats des tests immunologiques 
n’ont pas toujours ete quantifies. En ce qui con¬ 


cerne le present travail, nous avons deliberement 
choisi des concentrations elevees d’enzymes et 
prolonge le temps d’incubation. Neanmoins, il 
parait que certains agents comme l’uree, la 
lipase pancreatique, la trypsine et peut-etre aussi 
la lipase du germe de ble affectent la morphologie 
des particules en laissant apparemment intacte 
leur activite antigenique. On doit tenir compte de 
ces faits lors de la purification de Tantigene 
Australia dans le but d’etudes biophysiques et 
biochimiques. 

Par ailleurs, nous avons confirme que le Tween 
80 provoque l’apparition de formes creuses (4), 
mais ceci est un phenomene plus general, cause 
aussi par le pH alcalin, le SDS et l’uree. Cepen- 
dant, nous n’avons pu confirmer que Tether et le 
chloroforme n’affectent pas Tantigene Australia 
(36), ou encore que sa forme allongee soit 
selectivement detruite par Tether (8). 

L’observation la plus interessante est cepen- 
dant Tapparition, apres traitement par la phos¬ 
pholipase C, d’anneaux reguliers. Ces anneaux 
sont trop nombreux pour provenir uniquement 
de Tenveloppe des particules de Dane et se 
retrouvent dans des preparations ne contenant 
que Tantigene Australia classique. Des anneaux 
identiques ont ete observes, toujours apres traite¬ 
ment par la phospholipase C, dans des prepara¬ 
tions d’erythrocytes (32), du virus grippal (39, 
40), du virus de Rauscher (32, 37) et du virus 
de la stomatite vesiculeuse (41). Ils sont formes 
par Tassemblage d’une substance non identifiee, 
presente dans les preparations de Tenzyme, et de 
cholesterol ou de sphingomyeline (40). Ces deux 
composes etant presents dans Tantigene Aus¬ 
tralia (33), les anneaux que nous avons observes 
sont done des produits de cette meme reaction. 

Nos resultats de coloration par des sels d’ura- 
nyle indiquent que Tantigene Australia ne con- 
tient pas d’acide nucleique, en contradiction avec 
le travail de Jozwiak et al. (29) qui ont trouve 5% 
d’ARN. Plus recemment, Brzosko et al. (12) ont 
affirme que Tantigene Australia est sensible a la 
RNase, mais sans explications ou photographies 
a l’appui. Par contre, la presence d’acides 
nucleiques n’a pu etre confirmee par analyse 
chimique (36), par absorption de lumiere ultra- 
violette (20, 36) ou par coloration (28), et elle est 
peu compatible avec la faible densite de Tanti¬ 
gene (36). En outre, il n’y a pas de fluorescence 
apres coloration par Torange d’acridine. Comme 
d’autres auteurs, nous pensons done que l’anti- 
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TABLEAU 4 

Comparaison des essais de degradation 


References 

Agent 


Resultats 


Travaux anterieurs 

Ce travail 

mg/ml* 

PA 

ME 

ME 

21, 33 

pH 2 a 5 


— 

NT 

— 

33 

pH 9 a 10 


— 

NT 

+ 

36 

Chloroforme 

9 

+ 

— 

+ 

21, 33 

Ether 

20% 

— 

NT 


8 

Ether 

50% 

NT 

+ 

I + 

36 

Ether 

9 

+ 

- 

1 

33 

SDS 

1 et 5 

— 

NT 

1 , 

21, 33 

SDS 

10 et 20 

+ 

NT 

i + 

3, 35 

Tween 80 

5 et 20 

NT 

+ 

l + 

21 

Tween 80 

10 


NT 


33, 46, 47 

Uree 

6 et 8 M 

— 

NT 

+ 

35 

a- Amylase 

9 


NT 

— 

35 

Lipase, germe de ble 

9 

— 

NT 

+ 

33 

Lipase pancreatique 

0.3 

— 

NT 

+ 

33 

Pepsine 

0.2 

— 

NT 

+ 

35 

Phospholipase C 

9 

— 

NT 

+ 

33, 35 

Trypsine 

0.5 et ? 

— 

NT 

+ 


Note: * = sinon indiqu6 autrement; PA = propri6t£s antig6niques, g6n6ralement d^terminees par immuno¬ 
diffusion ou fixation du complement; ME = microscopie dlectronique; NT = non teste; + et — = presence 
ou absence d’effets. 


gene Australia n’est pas un virus (17, 35, 48), 
mais du materiel viral synthetise en exces (1,2, 
4, 13, 14, 16, 20, 28, 36). 

Particules de Dane 

Les dimensions des particules de Dane sont 
legerement superieures a celles des meilleures 
descriptions (16, 28); de telles divergences sont 
courantes en microscopie electronique. Nous 
avons confirme la presence de capsides hexago- 
nales ou pentagonales (16, 50) indiquant une 
structure icosaedrique, mais non pas de sous- 
unites globuleuses (28) ou de particules en- 
roulees en spirale (17, 55). 

L’enveloppe des particules de Dane, sensible 
aux memes agents que l’antigene Australia, est 
probablement de nature lipoproteique. Ce fait 
etait d’ailleurs a prevoir, puisque les particules 
de Dane sont agglutinees par le serum anti- 
Australia (1, 2, 15, 16, 17, 19, 28), tandis que la 
presence de lipides avait ete suggeree par la 
colorabilite de l’enveloppe au permanganate de 
potassium (28). Quant aux spicules observees 
apres traitement par la phospholipase C et la 
lipase pancreatique, elles peuvent representer des 
sous-unites ou des macromolecules ayant resiste 
a la digestion. 

La capside est beaucoup plus resistante que 


l’enveloppe et resiste a l’ether et aux lipases. Ceci 
indique qu’elle est de nature proteique. Elle peut 
etre separee de l’enveloppe par le Tween 80, 
ce qui confirme les observations d’Almeida et al. 
(4). D’autres agents, surtout l’uree, ont le meme 
effet et peuvent etre utilises pour preparer des 
capsides isolees. 

De meme que Jokelainen et al. (28), nous avons 
obtenu une coloration positive par l’acetate 
d’uranyle, indiquant la presence d’acides nuclei- 
ques et peut-etre d’ARN: la coloration observee 
a ete faible, et Ton sait que les virus a ARN se 
colorent mal a l’acetate d’uranyle (27, 44). Nos 
experiences de digestion par la DNase et la 
RNase suggerent aussi la presence d’ARN, mais 
ne sont pas concluantes. Pour en etre certain, il 
faudrait disposer de preparations ne contenant 
que des particules pleines, seules susceptibles de 
contenir de l’acide nucleique. L’orange d’acridine 
indique egalement que les particules de Dane 
contiennent de l’acide nucleique. La fluorescence 
rouge suggere qu’il s’agit d’ADN ou d’ARN 
monocatenaire (11). Cependant, la fluorescence 
ayant disparu apres traitement par l’acide molyb- 
dique ou l’acide tartrique, nous n’avons pu 
trancher entre ces deux constituants possibles. 
Ces experiences doivent etre reprises avec des 
preparations plus riches. En conclusion, nous 
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pensons que nos resultats appuient l’hypothese de 
la nature virale des particules de Dane. 

Remerciements 

Ce travail a beneficie des octrois 604-7-804 et 
D-1-8112 du Ministere des Affaires Sociales de 
la Province de Quebec. 

Nous remercions Miles C. Montdgu et H. 
Plante et MM. C. Beaulieu et J.-P. Dube pour 
leur assistance technique, et les docteurs G. Ber¬ 
trand et M. Lacerte pour nous avoir fourni les 
serums utilises dans les experiences. 


1. Almeida, J. D. 1971. Electron microscopic observa¬ 
tions and speculations on Australia antigen. Post¬ 
grad. Med. J. 47: 484-487. 

2. Almeida, J. D. 1972. Individual morphological vari¬ 
ations seen in Australia antigen positive sera. Am. J. 
Dis. Child. 123: 303-309. 

3. Almeida, J. D., A. P. Waterson, J. M. Trowell et 
G. Neale. 1970. The finding of virus-like particles in 
two Australia-antigen positive human livers. Micro¬ 
bios, 6: 145-153. 

4. Almeida, J. D., D. Rubenstein et E. J. Stott. 1971. 
New antigen-antibody system in Australia-antigen¬ 
positive hepatitis. Lancet, 2: 1225-1227. 

5. Almeida, J. D., et D. A. J. Tyrrell. 1967. The 
morphology of three previously uncharacterized 
human respiratory viruses that grow in organ 
culture. J. Gen. Virol. 1: 175-178. 

6. Alter, H. J., et B. S. Blumberg. 1966. Further 
studies on a “new” human isoprecipitin system 
(Australia antigen). Blood J. Hematol. 27: 297-309. 

7. Apodaca, J., W. Lange, G. Tochtermann et H. 
Kohler. 1970. Nachweis von virusahnlichen Parti- 
keln im Serum von Affen mit experimentell erzeugter 
infektioser Hepatitis. Zentralbl. Bakteriol. Parasi- 
tenkd. Infektionskr. Hyg. Abt. Orig. 214: 480-481. 

8. Barker, L. F., K. O. Smith, W. D. Gehle et N. R. 
Shulman. 1969. Some antigenic and physical prop¬ 
erties of virus-like particles in sera of hepatitis 
patients. J. Immunol. 102: 1529-1532. 

9. Berry, D. M., J. G. Cruickshank, H. P. Chu et 
R. J. H. Wells. 1964. The structure of infectious 
bronchitis virus. Virology, 23: 403-407. 

10. Bradburne, A. F., et D. A. J. Tyrrell. 1971. 
Corona viruses of man. Prog. Med. Virol. 13 : 373- 
403. 

11. Bradley, D. E, 1966. The fluorescent staining of 
bacteriophage nucleic acids. J. Gen. Microbiol. 44: 
383-391. 

12. Brzosko, W. J., R. A. Mantyjarvi et K. Mada- 
linski. 1972. Structure of Australia antigen. Acta 
Virol. 16: 440-443. 

13. Cossart, Y. E. 1972. What is Australia antigen? 
Am. J. Dis. Child. 123: 321-322. 

14. Couleru, O. G., R. Moulias et A. German. 1972. 
Morphologic evolution of the Australia antigen in 
one case of hepatitis. Am. J. Dis. Child. 123: 318-319. 

15. Cross, G. F., M. Waugh, A. A. Ferris, I. D. Gust 
et J. Kaldor. 1971. Virus-like particles associated 
with a faecal antigen from hepatitis patients and with 
Australia antigen. Aust. J. Exp. Biol. Med. Sci. 49: 
1-9. 

16. Dane, D. S., C. H. Cameron et M. Briggs. 1970. 


Virus-like particles in serum of patients with Aus¬ 
tralia-antigen-associated hepatitis. Lancet, 1: 695- 
698. 

17. Desmyter, J., W. T. Liu et J. Creemers. 1972. The 
large particle of Australia antigen. Am. J. Dis. Child. 
123: 315-318. 

18. Dreesman, G. R., F. B. Hollinger, J. F. Suriano, 
R. S. Fujioka, J. P. Brunschwig et J. L. Melnick. 
1972. Biophysical and biochemical heterogeneity of 
purified hepatitis B antigen. J. Virol. 10: 469^176. 

19. Ferris, A. A. 1972. Antigen in infectious hepatitis. 
Br. Med. Bull. 28: 131-133. 

20. Gerin, J. L., P. V. Holland et R. H. Purcell. 1971. 
Australia-antigen: large-scale purification from 
human serum and biochemical studies of its protein. 
J. Virol. 7: 569-576. 

21. Gerin, J. L., R. H. Purcell, M. D. Hoggan, P. V. 
Holland et R. M. Chanock. 1969. Biophysical 
properties of Australia antigen. J. Virol. 4: 763-768. 

22. Hamilton, R. L. 1968. Ultrastructural aspects of 
hepatic lipoprotein synthesis and secretion. Proc. 
Deuel Conf. Lipids 1968. Redige par C. Cowgill. 
U.S. Government Printing Office, Washington, D.C. 
pp. 2-31. 

23. Hamilton, R. L., R. J. Havel, J. P. Kane, A. E. 
Blaurock et T. Sata. 1971. Cholestasis: lamellar 
structure of the abnormal human serum lipoprotein. 
Science (Wash.), 172: 475-478. 

24. Hatch, F. T., et R. S. Lees. 1968. Practical methods 
for plasma lipoprotein analysis. Adv. Lipid Res. 6 : 
1 — 68 . 

25. Holmes, A. W., F. Deinhardt, W. Harris, F. Ball 
et G. Cline. 1970. Coronaviruses and viral hepatitis. 
J. Clin. Invest. 49: 45a. 

26. Hunter, J., M. Carrella, R. Williams, P. E. 
Taylor, A. J. Zuckerman et R. G. Bird. 1970. 
Hepatitis associated antigen and paramyxovirus-like 
particles in heroin addicts and patients with chronic 
liver disease. Proc. 5th Meet. Eur. Assoc. Study Liver, 
Berne. Hans Huber Publ., Berne, p. 21. ( Cite d’apres 
Zuckerman, references 51 et 52.) 

27. Huxley, H. E., et G. Zubay. 1961. Preferential 
staining of nucleic acid-containing structures for 
electron microscopy. J. Biophys. Biochem. Cytol. 
11:273-296. 

28. Jokelainen, P. T., K. Krohn, A. M. Prince et 
N. D. C. Finlayson. 1970. Electron microscopic 
observations on virus-like particles associated with 
SH antigen. J. Virol. 6 : 685-689. 

29. J6zwiak, W., J. Koscielak, K. Madalinski, W. J. 
Brzosko, A. Nowoslawski et M. Kloczewiak. 
1971. RNA of Australia antigen. Nat. New Biol. 
(Lond.), 229: 92-94. 

30. Kaye, H. S., J. C. Hierholzer et W. R. Dowdle. 

1970. Purification and further characterization of an 
“IBV-like” virus (coronavirus). Proc. Soc. Exp. Biol. 
Med. 135: 457-463. 

31. Kelen, A. E., A. E. Hathaway et D. A. McLeod. 

1971. Rapid detection of Australia/SH antigen and 
antibody by a simple and sensitive technique of 
immunoelectronmicroscopy. Can. J. Microbiol. 17: 
993-1000. 

32. Kemp, C. L., et A. F. Howatson. 1966. Action of 
phospholipase C on erythrocyte membranes and 
Rauscher virus. Virology, 30: 147-151. 

33. Kim, C. Y., et D. M. Bissell. 1971. Stability of the 
lipid and protein of hepatitis-associated (Australia) 
antigen. J. Infect. Dis. 123 : 470-476. 

34. Marsolais, G., L. Berthiaume, E. DiFranco et 
P. Marois. 1971. Rapid diagnosis by electron micros¬ 
copy of avian coronavirus infection. Can. J. Comp. 
Med. 35: 285-288. 
















Can. J. Microbiol. Downloaded from www.nrcresearchpress.com by University of P.E.I. on 1 1/18/14 

For personal use only. 


202 


CAN. J. MICROBIOL. VOL. 20, 1974 


35. Millman, I., H. Hutanen, F. Merino, M. E. Bayer 
et B. S. Blumberg. 1971. Australia antigen: physical 
and chemical properties. Res. Commun. Chem. 
Pathol. Pharmacol. 2: 667-686. 

36. Millman, I., L. A. Loeb, M. E. Bayer et B. S. 
Blumberg. 1970. Australia antigen (a hepatitis- 
associated antigen). J. Exp. Med. 131: 1190-1199. 

37. Padgett, F., et A. S. Levine. 1965. Ultrastructure 
of Rauscher virus after phospholipase C treatment. 
Virology, 27: 633-637. 

38. Parker, J. C., S. S. Cross et W. P. Rowe. 1970. Rat 
coronavirus (RCV): a prevalent, naturally occurring 
pneumotropic virus of rats. Arch. Gesamte Virus- 
forsch. 31: 293-302. 

39. Simpson, R. W., et R. E. Hauser. 1965. Structures 
associated with influenza virus suspensions treated 
with phospholipase C. Virology, 27: 642-646. 

40. Simpson, R. W., et R. E. Hauser. 1966. Influence of 
lipids on the viral phenotype. I. Interaction of myxo- 
viruses and their lipid constituents with phospho¬ 
lipases. Virology, 30: 684-697. 

41. Simpson, R. W., et R. E. Hauser. 1966. Structural 
components of vesicular stomatitis virus. Virology, 
29: 654-667. 

42. Sirtori, C. 1970. Evidenza di virus al microscopio 
elettronico in biopsie epatiche di bambini con epatite 
infettiva trattati con azathioprine. Tentative di cul¬ 
ture in vitro del virus. Rapporti fra epatite e cancro 
epatico. Gaslini, 2: 5-48. 

43. Sirtori, C. 1970. Virus-like particles in infectious 
hepatitis. Lancet, 2: 824. 

44. Smith, K. O., et J. L. Melnick. 1962. A method for 
staining virus particles and identifying their nucleic 
acid in the electron microscope. Virology, 17: 480- 
490. 

45. Stannard, L. M., J. Moodie, G. A. Keen et A. 


Kipps. 1973. Electron microscopic study of the dis¬ 
tribution of the Australia antigen in individual sera 
of 50 serologically positive blood donors and two 
patients with serum hepatitis. J. Clin. Pathol. (Lond.), 
26:209-216. 

46. Sukeno, N., R. Shirachi, J. Yamaguchi et N. 
Ishida. 1972. Reduction and reoxidation of Australia 
antigen: loss and reconstitution of particle structure 
and antigenicity. J. Virol. 9: 182-183. 

47. Vyas, G. N., K. R. Rao et A. B. Ibrahim. 1972. 
Australia antigen (hepatitis B antigen): a con¬ 
formational antigen dependent on disulfide bonds. 
Science (Wash.), 178: 1300-1301. 

48. Weinbren, K., et G. A. Stirling. 1972. Pathology of 
viral hepatitis. Br. Med. Bull. 28: 125-130. 

49. Wright, R. 1972. Chronic hepatitis. Br. Med. Bull. 
28: 120-124. 

50. Zalan, E., J. J. Hamvas, B. A. Tobe, O. Kuderewko 
et N. A. Labzoffsky. 1971. Association of virus-like 
particles with Australia antigen in serum of patients 
with serum hepatitis. Can. Med. Assoc. J. 104: 
145-147. 

51. Zuckerman, A. J. 1970. A conceptual basis of viral 
hepatitis. Vox Sang. 19: 304-310. 

52. Zuckerman, A. J. 1971. The multiple aetiology of 
viral hepatitis. Postgrad. Med. J. 47: 476-480. 

53. Zuckerman, A. J. 1971. Ultrastructural features of 
antigens associated with human hepatitis. Can. Med. 
Assoc. J. 106: 497-502. 

54. Zuckerman, A. J., P. E. Taylor et J. D. Almeida. 
1970. Presence of particles other than the Australia- 
SH antigen in a case of chronic active hepatitis with 
cirrhosis. Br. Med. J. 1: 262-264. 

55. Zuckerman, A. J., P. E. Taylor et R. G. Bird. 1970. 
Review: antigens and viruses in acute hepatitis. Clin. 
Exp. Immunol. 7: 439-452. 


Explication des figures 

Figs. 1 a 11. Particules de type coronavirus non traitees; phosphotungstate de sodium; x 297 000. Les 
traits represented 100 nm. Figs. 1 a 6. Particules du serum GI. Noter le pont en Fig. 2, le halo en Fig. 3 et 
les queues sur les Figures 5 et 6. Fig. 7. Particules rencontrees dans le serum de cobayes sains (a) ou infectees 
avec des leptospires (6). Figs. 8 a 11. Particules trouvees dans les fractions lipoproteiques de serums humains: 
fraction VLDL (Figures 8 et 9), HDL (Fig. 10) et VHDL (Fig. 11). Les Figures 8 et 9 montrent probablement 
des lipoproteines normales et illustrent le risque de confusion entre lipoproteines et particules de type 
coronavirus. Comparer les Figures 6 et 8. 

Figs. 12 a 21. Particules du serum GI apres degradation et essais de coloration positive. Figs. 12 a 18. 
Phosphotungstate de sodium. Figs. 19 et 20. Acetate d’uranyle. Fig. 21. Acide osmique. x 297 000. Les traits 
represented 100 nm. h = heures, min = minutes. Figs. 12 a 18. Experiences de degradation. Fig. 12. pH 9; 
Figs. 13a et 6. Chloroforme, 2 h. Figs. 14a et b. Ether, 2 h. Fig. 15. SDS, 18 h. Fig. 16. Papai'ne, 18 h. Figs. 
17a et b. Lipase pancreatique, 2 h. Fig. 18. Phospholipase C, 18 h. Noter l’accentuation de la frange (Figs. 
12, 14, 17a et 18), l’absence d’un composant interne (Fig. 13) et des particules devenues transparentes (Fig. 
176, fleches). Figs. 19 a 21. Essais decoloration positive. Fig. 19. Acetate d’uranyle, 30 min; l’acetate d’uranyle 
donne lieu a une coloration negative seulement; les particules traitees par la DNase ou la RNase presented 
le meme aspect. Fig. 20. Chloroforme, 30 min, et acetate d’uranyle, 30 min. Fig. 21. Acide osmique, 30 min; 
la Figure est artificellement contrastee. 

Figs. 22 a 32. Antigene Australia et particules de Dane non degrades, structure des particules de Dane et 
coloration positive. Figs. 22, 31 et 32. Acetate d’uranyle. Figs. 23 a 30. Phosphotungstate de sodium. Fig. 22. 
x 148 500. Figs. 23 a 32. x 297 000. Les traits represented 100 nm. h = heures, min = minutes. Figs. 22 a 
24,30 et 31. Particules avant degradation. Fig. 22. Aspect general des preparations. Fig. 23. Antigene Australia 
d’aspect inhabituel. Figs. 24, 30 et 31: voir plus bas. Figs. 24 a 30. Structure des particules de Dane. Fig. 24. 
Particule non traitee, pleine et a contour plus ou moins hexagonal. Fig. 25. Rupture de l’enveloppe et libera¬ 
tion d’une capside pleine, phospholipase C, 18 h; cette photographie rare montre que les particules pleines 
possedent effectivement un composant interne et ne sont pas des lipoproteines. Figs. 26 et 27. Apparition de 
spicules apres digestion de l’enveloppe; phospholipase C et lipase pancreatique, 18 h. Fig. 28. Capside 
hexagonale; Tween 80, 2 h. Fig. 29. Capside pentagonale; uree, 2 h, a gauche. Fig. 30. Antigene Australia et 
une particule de Dane agglutines par du serum anti-Australia; les spicules correspondent a des anticorps. 
Fig. 31. Coloration negative par l’acetate d’uranyle; une des deux particules de Dane est vide et penetree par 
le colorant, tandis que l’interieur de la particule pleine est reste incolore. Noter l’epaississement des structures 
et comparer avec Fig. 23. Fig. 32. Coloration positive par l’acetate d’uranyle seul, 15 min, et apres traitement 
par la DNase, 18 h, a droite. 
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Figs. 33 a 43. Antigene Australia etparticules de Dane degrades; phosphotungstate de sodium; x 297 000. 
Les traits represented 100 nm. h = heures. Fig. 33. Chloroforme, 2 h. Fig. 34. Ether, 2h; remarquer les 
restes de particules allongees (fleches). Fig. 35. SDS, 18 h. Fig. 36. Tween 80, 18 h. Fig. 37. Uree, 2 h; noter 
les formes creuses sur les deux dernieres Figures. Fig. 38. Lipase du germe de ble, 18 h; remarquer I’epaississe- 
ment des enveloppes des particules de Dane. Fig. 39. Lipase pancreatique, 18 h: antigene Australia et une 
particule de Dane eclatee. Fig. 40. Papa'fne, 2 h. Fig. 41. Pepsine, 18 h: presence de particules intactes ou 
fortement digerees. Fig. 42. Phospholipase C, 2 et 18 h: antigene Australia digere (a) et anneaux en amas (b); 
remarquer les filaments qui semblent representer la phospholipase C elle-meme (fleche). Fig. 43. Trypsine, 
2 h: deux particules fortement endommagees. 

Note: Les figures 1-43 suivent. 
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